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Rastermikroskop mit evaneszenter Beleuchtunq 



Die Erfindung betrifft ein Rastermikroskop. 

In der Rastermikroskopie wird eine Probe mit einem Lichtstrahl beleuchtet, urn 
5 das von der Probe emittierte Detektionsiicht, als Reflexions- oder 
Fluoreszenzlicht, zu beobachten. Der Fokus eines 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels wird mit Hilfe einer steuerbaren 
Strahlablenkeinrichtung, im AHgemeinen durch Verkippen zweier Spiegel, in 
einer Probenebene bewegt, wobei die Ablenkachsen meist senkrecht 

10 aufeinander stehen, so dass ein Spiegel in x- f der andere in y-Richtung 
ablenkt. Die Verkippung der Spiegel wird beispielsweise mit Hilfe von 
Galvanometer-Stellelementen bewerkstelligt. Die Leistung des vom Objekt 
kommenden Detektionsiichtes wird in Abhangigkeit von der Position des 
Abtaststrahles gemessen. Oblicherweise werden die Steilelemente mit 

15 Sensoren zur Ermittlung der aktuellen Spiegelstellung ausgerQstet. Speziell in 
der konfokalen Rastermikroskopie wird ein Objekt mit dem Fokus eines 
Lichtstrahis in drei Dimensionen abgetastet 

Ein konfokales Rastermikroskop umfasst im AHgemeinen eine Lichtquelle, 
eine Fokussieroptik, mit der das Licht der Quelle auf eine Lochblende - die 
20 sog. Anregungsblende - fokussiert wird, einen Strahlteiler, eine 
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Strahlablenkeinrichtung zur Strahlsteuerung, eine Mikroskopoptik, eine 
Detektionsblende und die Detektoren zum Nachweis des Detektions- bzw. 
Fluoreszenzlichtes. Das Beleuchtungslicht wird uber einen Strahlteiler 
eingekoppelt. Das vom Objekt kommende Fluoreszenz- oder Refiexionslicht 
5 gelangt uber die Strahlablenkeinrichtung zuruck zum Strahlteiler, passiert 
diesen, urn anschlieRend auf die Detektionsblende fokussiert zu werden, 
hinter der sich die Detektoren befinden. Diese Detektionsanordnung wird 
Descan-Anordnung genannt. Detektionsiicht, das nicht direkt aus der 
Fokusregion stammt, nimmt einen anderen Lichtweg und passiert die 
10 Detektionsblende nicht, so dass man eine Punktinformation erhalt, die durch 

• sequentielles Abtasten des Objekts mit dem Fokus des 
Beleuchtungslichtstrahienbundels zu einem dreidimensionalen Bild fiihrt. 
Meist wird ein dreidimensionales Bild durch schichtweise Bilddatennahme 
erzielt. 

15 Aus US 2002/0097489 A1 ist ein Mikroskop mit evaneszenter Beleuchtung 
einer Probe bekannt. Das Mikroskop beinhaltet eine WeiSIichtquelle, deren 
Licht uber eine Schlitzblende durch das Mikroskopobjektiv hindurch in den 
eine Probe tragenden Objekttrager zur evaneszenten Beleuchtung 
eingekoppelt wird. Das Beleuchtungslicht pflanzt sich in dem Objekttrager 
20 durch totalinterne Reflektion fort, wobei die Beleuchtung der Probe nur im 
Bereich des aus dem Objekttrager herausragenden evaneszenten Feldes 
erfolgt Mikroskope dieser Art sind unter dem Begriff TIRFM (Total Internal 
Reflection Fluorescent Microscope) bekannt. 

Die z-Aufiosung von TIRF-Mikroskopen ist aufgrund des nur ca. 100 nm in die 
25 Probe ragenden evaneszenten Feldes aulierordentlich gut. 

Es ist die Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Rastermikroskop 
anzugeben, mit dem sowohl die Vorteile einer evaneszenten Beleuchtung als 
auch die Vorteile der Rastermikroskopie nutzbar sind. 

Die Aufgabe wird durch ein Rastermikroskop mit einer Lichtquelle, die eine auf 
30 einem Objekttrager angeordnete Probe evaneszent beleuchtet, mit einem 
Punktdetektor, der von einem Rasterpunkt der Probe ausgehendes 
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Detektionsiicht empfangt, und mit einer im Strahiengang des Detektionslichtes 
angeordneten Strahlablenkeinrichtung zum Verschieben der Position des 
Rasterpunktes in der Probe, gelost. 

Die Erfindung hat den Vorteil, dass sowohi eine Abrasterung der Probe in zwei 
5 Dimensionen oder in drei Dimensionen, als auch ein stark gesteigertes 
Auflosungsvermogen in z-Richtung ermoglicht ist. 

Das Abrastern der Probe in lateraier Richtung (xy-Richtung) wird mit Hiife der 
im Strahiengang des Detektionslichts angeordneten Strahlablenkeinrichtung 
bewirkt. Zum Abrastern der Probe in axialer Richtung (z-Richtung) ist der 
10 Relativabstand von Probe und Objektiv verstellbar. Hierzu kann entweder die 
Probe auf einen hdhenversteilbaren Tisch angeordnet sein oder ein in z- 
Richtung verstellbares Objektiv verwendet werden. 

Das Beleuchtungslicht ist vorzugsweise durch das Objektiv des 
Rasterrnikroskops in das Deckglas der Probe einkoppelbar. In einer anderen 
15 Variante wird das Beleuchtungslicht durch den Kondensor des 
Rasterrnikroskops in den Objekttrager eingekoppelt In einer ganz anderen 
Variante erfoigt die Einkopplung weder durch das Objektiv noch durch den 
Kondensor sondem direkt, beispielsweise uber ein Prisma, in den 
Objekttrager. 

20 Das Beleuchtungslicht verlauft vorzugsweise durch den AuGenrandbereich 
der Objektivpupille, um zu gewahrleisten, dass der kritische Winkel der 
Totalreflexion im Deckglas erreicht wird. Vorzugsweise ist das 
Beleuchtungslicht zu einem Beleuchtungsiichtstrahlenbundel geformt, das 
vorzugsweise in der Ebene der Objektivpupille einen Fokus aufweist. Das 

25 BeleuchtungsIichtstrahlenbQndel kann wahrend der Untersuchung einer Probe 
ortsfest bleiben. In einer besonders bevorzugten Variante ist das 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel mit Hilfe einer weiteren 
Strahlablenkeinrichtung kreisend durch den AuSenbereich der Objektivpupille 
beweglich. Hierdurch wird in besonders vorteilhafter Weise eine sehr 

30 homogene und gleichmaBige Beleuchtung erreicht. 
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Das Objektiv weist vorzugsweise eine numerische Apertur auf, die groBer als 
1,3 ist und besonders vorteilhafterweise zwischen 1,35 und 1,42 liegt. 
In einer bevorzugten Ausgestaltungsform ist im Strahlengang des 
Beleuchtungslichtes vorzugsweise in der Ebene der Objektivpupille eine 
5 farbselektive Segmentblende angeordnet. Die farbselektive Segmentbiende 
weiSt im AuSenrandbereich andere optische Eigenschaften auf, als im 
Innenbereich. Vorzugsweise ist die farbselektive Segmentblende im 
Aufienrandbereich fur Licht der Wellenlange des Beleuchtungslichts 
transparent, wahrend sie im Innenbereich ausschlie&lich fur Licht oberhalb der 
10 Wellenlange des Beleuchtungslichts transparent ist. Diese 
Ausgestaltungsvariante ist insbesondere fur Fluoreszenzanwendungen bei 
denen die Wellenlange des Detektionslichts naturgemaB oberhalb' der 
Wellenlange des Beleuchtungslichts liegt, besonders zu bevorzugen. 
In einer anderen Variante ist die farbselektive Segmentblende im Innenbereich 
15 ausschlieGlich fur Licht unterhalb der Wellenlange des Beleuchtungslichts 
transparent. Diese Variante ist insbesondere zur Mehrphotonenanregung der 
Probe geeignet. Hierbei ist das Beleuchtungslicht vorzugsweise gepulstes 
Infrarotlicht. 

Mit Hilfe der farbselektiven Segmentblende wird vermieden, dass 
Beleuchtungslicht aufierhalb des AuBenrandbereiches durch das Objektiv auf 
die Probe gelangt und die Probe direkt beleuchtet. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausgestaltungsvariante weist das 
Beleuchtungslicht mehrere Wellenlangen auf. In dieser Variante sind 
beispielsweise mehrere unterschiedliche Probenfarbstoffe gleichzeitig optisch 
25 anregbar. 

Der Punktdetektor beinhaltet vorzugsweise in einer zur Fokalebene des 
Objektivs korrespondierenden Ebene eine Detektionslochblende. Die 
raumliche Lage des Rasterpunkte, von dem der Punktdetektor Detektionslicht 
empfangen kann, ist durch die Position der Detektionslochblende und durch 
30 die Stellung der Strahlablenkeinrichtung festgelegt. 
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In einer bevorzugten Variante beinhaltet der Punktdetektor einen 
Multibanddetektor oder ein Spektrometer. Hierdurch ist es ermoglicht, 
spektrale Punktinformationen aus der Probe zu erhalten. lnsbesondere in 
Kombination mit einer Mehrfarbbeleuchtung ist diese Ausfuhrungsvariante von 
5 besonderem Vorteil. 

Das erfindungsgemaiie Rastermikroskop kann zusatzlich ais konfokales 
Rastermikroskop ausgebildet sein, wobei gleichzeitig sowohl eine konfokale 
Untersuchung der Probe durch den Innenbereich der farbselektiven 
Segmentblende erfolgen kann, wahrend gleichzeitig eine TIRF-Beleuchtung 
10 durch den Auftenbereich der farbselektiven Segmentblende ermoglicht ist. 

Zur Erzeugung des Fokus des Beleuchtungslichtstrahlenbundels in der Ebene 
der Objektivpupille ist im Strahlengang des Beleuchtungslichts eine 
Abbildungsoptik, vorzugsweise eine Bertrandtlinse vorgesehen. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausgestaltungsform umfasst der 
15 Lichtweg des Detektionslichts mehrere Detektionskanale, wobei in jedem der 
Detektionskanale ein Bandpassfilter vorgesehen sein kann. 

In der Zeichnung ist der Erfindungsgegenstand schematisch dargestellt und 
wird anhand der Figuren nachfolgend beschrieben, wobei gleich wirkende 
Elemente mit denselben Bezugszeichen versehen sind. Dabei zeigen: 

20 Fig. 1 ein erfindungsgemafies Rastermikroskop, 

Fig. 2 eine farbselektive Segmentblende, 

Fig. 3 ein weiteres erfindungsgemaSes Rastermikroskop und 

Fig. 4 ein weiteres erfindungsgemaSes Rastermikroskop. 

Fig. 1 zeigt ein erfindungsgemafSes Rastermikroskop mit einer Lichtquelle 1, 
25 die als Argonionenlaser 3 ausgebildet ist. Die Lichtquelle 1 erzeugt ein 
BeleuchtungslichtstrahlenbOndel 5, das von einem Strahlteiler 7 zu dem 
Objektiv 9 reflektiert wird. Das Beleuchtungslichtstrahlenbundel 5 verlauft 
durch den Aulienrandbereich der Objektivpupille 1 1 (durch den Doppelpfeil 24 
angedeutet) und wird in das Deckglas 13 der Probe 15 zur evaneszenten 
30 Beleuchtung eingekoppelt. Im Strahlengang des 
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Beleuchtungslichtstrahlenbundels 5 befindet sich eine als Bertrandtlinse 17 
ausgebildete Abbildungsoptik 19, die in der Ebene der Objektivpupille 11 
einen Fokus erzeugt AuBerdern befindet sich im Strahlengang des 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels 5 eine weitere Strahlablenkeinrichtung 21, 
5 die einen nicht gezeigten kardanisch aufgehangten Scanspiegel beinhaltet 
Mit Hilfe der weiteren Strahlablenkeinrichtung wird der Fokus des 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndels kontinuierlich kreisend durch den 
Au&enrandbereich der Objektivpupille 11 bewegt, wodurch eine besonders 
homogene evaneszente Beleuchtung erreicht wird. In der Ebene der 
10 Objektivpupille 11 ist die in Fig. 2 gezeigte farbselektive Segmentblende 23 

• angeordnet. Die farbselektive Segmentblende 23 weist einen 
Auftenrandbereich 25 auf, der fur das Beleuchtungslicht transparent ist. 
Aufierdem weist die farbselektive Segmentblende 23 einen Innenbereich 27 
auf, der fur Licht oberhalb der Wellenlange des Beleuchtungslichts transparent 
15 ist. Das von der Probe ausgehende Detektionslicht 51 gelangt durch das 
Objektiv und den Innenbereich der farbselektiven Segmentblende zum 
Strahlteiler 7, passiert diesen und gelangt uber die Strahlablenkeinrichtung 29, 
die einen kardanisch aufgehangten Scanspiegel 31 beinhaltet, zum 
Punktdetektor 33, Der Punktdetektor 33 beinhaltet eine Detektionsloch blende 
20 35, deren raumliche Lage zusammen mit der Stellung des kardanisch 
aufgehangten Scanspiegels 31 die Position des Rasterpunktes in der Probe 
bestimmt, von dem der Punktdetektor 33 Detektionslicht 51 empfangt. Der 
Punktdetektor 33 beinhaltet einen Multibanddetektor 36, der simultan 
Detektionslicht 51 in mehreren einstellbaren Wellenlangenbandern empfangen 
25 kann. Das BeleuchtungslichtstrahlenbQndel des Argonionenlasers 3 beinhaltet 
Beleuchtungslicht mehrerer Wellenlangen, wodurch eine Mehrfarbanregung 
der Probe ermoglicht ist. 

Fig. 3 zeigt ein weiteres erfindungsgemaSes Rastermikroskop, bei dem 
simultan zur TIRF-Untersuchung einer Probe eine konfokale Untersuchung 
30 einer Probe ermoglicht ist. Dieses Rastermikroskop beinhaltet eine weitere 
Lichtquelle 37, die als gepulster Titan-Saphirlaser 39 ausgebildet ist und die 
ein weiteres Beleuchtungslichtstrahlenbundel 41 emittiert. Das weitere 
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BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 41 gelangt durch einen zweiten Strahlteiler 
43 und Liber die Strahlablenkeinrichtung 29, sowie durch den Strahlteiler 7 und 
einen dritter Strahlteiler 45 zum Objektiv 9 und beleuchtet durch den 
Innenbereich 27 der Segmentblende 23 durch die Probe 15 direkt. In der 
5 Probe 15 wird unabhangig von der TIRF-Beleuchtung mit dem 
BeleuchtungslichtstrahlenbQndel 5 durch das weitere 
Beleuchtungslichtstrahlenbundel 41 eine Zweiphotonenanregung der Probe 
bewirkt. Das durch die Zweiphotonenanregung der Probe entstenende weitere 
Detektionslicht 53 wird mit Hilfe eines Non-Descan-Detektors 47, der als CCD- 

10 Element 49 ausgebildet ist, detektiert. Dieses weitere Detektionslicht 53 
gelangt Qber den Innenbereich des Objektivs, durch Reflektion am dritten 
Strahlteiler 45 zu dem Non-Descan-Detektor 47. Bei diesem Rastermikroskop 
ist in der Objektivpupille eine andere farbselektive Segmentblende eingesetzt, 
die im AuSenrandbereich fur das Beleuchtungslichtstrahlenbundel 5 der 

15 Lichtquelle 1 transparent ist und die im Innenbereich f£ir dieses Licht 
reflektierend ausgebildet ist. Hierdurch ist gewahrleistet, dass kein 
Beleuchtungslicht direkt auf die Probe eingestrahlt wird. Die Strahlteiler 7, 45 
und 43 sind derart ausgebildet, dass weder das Licht des 
BeleuchtungslichtstrahlenbOndels 5 als auch des Titan-Saphirlasers 39 zu 

20 dem Punktdetektor 33 oder zu dem Non-Descan-Detektor 47 gelangt. 

In Fig. 4 ist eine weitere denkbare Variante des erfindungsgemaSen 
Rastermikroskops dargestellt. In diesem Fall besteht die Lichtquelle 1 aus 
einem Titan-Saphirlaser 55, der ein Beleuchtungslichtstrahlenbundel 5 
emittiert, das als TIRF-Beleuchtung durch den AulSenrandbereich 25 einer 

25 farbselektiven Segmentblende 23 gefuhrt wird. Die evaneszente Beleuchtung 
induziert in der Probe 15 Mehrphotonenanregung. Das daraus entstehende 
Fluoreszenzlicht gelangt durch die gesamte Segmentblende 23 uber den 
dritten Strahlteiler 45 zum Non-Descan-Detektor 47, der als CCD-Element 49 
ausgefuhrt ist. Direkt im Anschluss daran wird ein dreidimensionales Bild der 

30 Probe durch konfokale Beleuchtung mit einer Lichtquelle 37, die aus einem 
Argonionenlaser 57 besteht, und Detektion mit einem Punktdetektor 33, der 
als Multibanddetektor 36 ausgebildet ist, aufgenommen. 
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Die Erfindung wurde in Bezug auf eine besondere Ausfuhrungsform 
beschrieben. Es ist jedoch selbstverstandlich, dass Anderungen und 
Abwandlungen durchgefuhrt werden konnen, ohne dabei den Schutzbereich 
der nachstehenden Anspruche zu verlassen. 
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Bezugszeichenliste: 

I Lichtquelle 

3 Argonionenlaser 

5 5 Beleuchtungslichtstrahlenbundel 

7 Strahlteiler 

9 Objektiv 

I I Objektivpupille 
13 Deckglas 

10 15 Probe 

17 Bertrandtlinse 

19 Abbildungsoptik 

21 Strahlablenkeinrichtung 

23 Segmentblende 

15 24 Doppelpfeil 

25 AuSenrandbereich 

27 Innenbereich 

29 Strahlablenkeinrichtung 

31 Scanspiegel 

20 33 Punktdetektor 

35 Detektionslochblende 

36 Multibanddetektor 

37 Lichtquelle 

39 Titan-Saphirlaser 

25 41 Beleuchtungsiichtstrahlenbundel 

43 zweiter Strahlteiler 

45 dritter Strahlteiler 

47 Non-Descan-Detektor 

49 CCD-Element 

30 51 Detektionslicht 

53 Detektionslicht 

55 Titan-Saphir-Laser 

57 Argonionenlaser 
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Patentanspriiche 

1. Rastermikroskop mit einer Lichtquelle, die eine auf einem 
Objekttrager angeordnete Probe evaneszent beleuchtet, mit einem 
Punktdetektor, der von einem Rasterpunkt der Probe ausgehendes 
Detektionslicht empfangt, und mit einer im Strahlengang des Detektionslichtes 
angeordneten Strahlablenkeinrichtung zum Verschieben der Position des 
Rasterpunktes in der Probe. 

2. Rastermikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Beleuchtungslicht in den Objekttrager Oder in das Deckglas der Probe 
einkoppelbar ist. 

3. Rastermikroskop nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Rastermikroskop einen Kondensor aufweist und das Beleuchtungslicht 
durch den Kondensor in den Objekttrager einkoppelbar ist. 

4. Rastermikroskop nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Rastermikroskop ein Objektiv aufweist und das Beleuchtungslicht durch 
das Objektiv in das Deckglas einkoppelbar ist. 

5. Rastermikroskop nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Objektiv eine Objektivpupille aufweist und dass das Beleuchtungslicht 
durch den Aulien-Randbereich der Objektivpupille verlauft. 

6. Rastermikroskop nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Beleuchtungslicht in einem Beleuchtungslichtstrahlenbundel verlauft. 

7. Rastermikroskop nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Beleuchtungslichtstrahlenbundel in der Ebene der Objektivpupille einen 
Fokus aufweist. 

8. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 6 oder 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass im Strahlengang des Beleuchtungslichtes eine weitere 
Strahlablenkeinrichtung vorgesehen ist, mit der die raumliche Lage des 
Beleuchtungslichtstrahlenbundels veranderbar ist. 

9. Rastermikroskop nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass 
die weitere Strahlablenkeinrichtung das Beleuchtungslichtstrahlenbundel 
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kreisend durch den Aullen-Randbereich der Objektivpupille lenkt. 

10. Rasterrnikroskop nach einem der AnsprQche 4 bis 9, dadurch 

gekennzeichnet, dass das Objektiv eine numerische Apertur grofter 1,3, 
vorzugsweise zwischen 1,35 und 1,42, aufweist. 

5 11. Rasterrnikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 

gekennzeichnet, dass im Strahlengang des Beleuchtungslichtes, 
vorzugsweise in der Ebene der Objektivpupille, eine farbseiektive 
Segmentblende angeordnet ist. 

12. Rasterrnikroskop nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, 
10 dass die farbseiektive Segmentblende im AuRen-Randbereich fOr Licht der 

Wellenlange des Beleuchtungslichts transparent ist. 

13. Rasterrnikroskop nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass die farbseiektive Segmentblende im Innenbereich ausschlieGlich fflr Licht 
oberhalb Wellenlange des Beleuchtungslichts transparent ist. 

15 14. Rasterrnikroskop nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 

dass die farbseiektive Segmentblende im Innenbereich ausschlieSlich fOr Licht 
unterhalb Wellenlange des Beleuchtungslichts transparent ist. 

15. Rasterrnikroskop nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 

dass das Beleuchtungslicht, vorzugsweise gepulstes Infrarotlicht ist. 

20 16. Rasterrnikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch 

gekennzeichnet, dass das Beleuchtungslicht mehrere Wellenlangen aufweist. 

17. Rasterrnikroskop nach einem der AnsprQche 1 bis 16, dadurch 

gekennzeichnet, dass der Punktdetektor einen Multibanddetektor Oder ein 
Spektrometer beinhaltet. 

25 18. Rasterrnikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 16, dadurch 

gekennzeichnet, dass der Punktdetektor eine Detektionslochblende beinhaltet. 

19. Rasterrnikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch 

gekennzeichnet, dass das Rasterrnikroskop als konfokales Rasterrnikroskop 
ausgebildet ist. 

30 
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Zusammenfassung 



Ein Rastermikroskop beinhaltet eine Lichtquelle, die eine auf einem 
Objekttrager angeordnete Probe evaneszent beleuchtet. Ein Punktdetektor 
empfangt von einem Rasterpunkt der Probe ausgehendes Detektionslicht, 
wobei im Strahlengang des Detektionsiichtes eine Strahlabienkeinrichtung 
angeordnet ist mit der die Position des Rasterpunktes in der Probe 
verschiebbar ist. 



Fig. 1 



Hf 



23 




Fig. 2 



